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Ziel dieser Arbeit war es Kandidatengene, die mit der Entwicklung von Adipositas assoziiert 
sind, auf eine veränderte Kopienzahl zu untersuchen. Zwar fanden wir in den von uns 
ausgewählten Genen keine Veränderungen der Kopienzahl, es gelang uns jedoch der Nachweis 
eines Nukleotid-Polymorphismus in SIM1 (rs3734354). Für diesen konnten wir erstmals eine 
Assoziation mit Parametern der Adipositas in einer Kinderkohorte zeigen. Weiterführend 
untersuchten wir die Effekte von Typ-2-Diabetes-assoziierten SNPs auf Glukosehomöostase 
und Insulinmetabolismus. Wir fanden eine Assoziation von rs2877716 (ADCY5) mit einer 
verminderten Insulinsekretion und von rs17271305 (VPS13C) mit einem erhöhten 
Nüchternglukosespiegel. Zusammenfassend unterstreichen die Effekte von SNPs wie VPS13C 
und ADCY5 die Komplexität der bisher unvollständig verstandenen Interaktionen von Alter, 
Genotyp und Phänotyp auf die Entwicklung des Typ-2-Diabetes. Für die Entwicklung der 
Adipositas scheinen Veränderungen der Kopienzahl in den untersuchten Genen bei 
übergewichtigen Kindern eine untergeordnete Rolle zu spielen. Weiterführende Arbeiten sind 
zur Erklärung der Heritabilität beider Krankheitsbilder und der komplexen Interaktionen von 




2.1 Bedeutung und Interaktion von Diabetes und Adipositas 
Adipositas und Typ-2-Diabetes sind in der westlichen Welt weit verbreitete Krankheiten, deren 
Entstehung häufig zusammenhängt und die sich im vielfach langwierigen Verlauf gegenseitig 
beeinflussen. Es existieren verschiedene Modelle zur Darstellung der gegenseitigen Interaktion 
und Pathogenese, eines davon geht wie folgt: Hyperkalorische Ernährung und der Mangel an 
körperlicher Bewegung erhöhen im Zusammenspiel mit einer genetischen Disposition das 
Risiko für Fettleibigkeit[1][2][3]. Es kommt zur Proliferation von Adipozyten, deren 
hormonelle Aktivität und verminderte Insulinsensitivität die Lipolyse steigern. Die so 
freigesetzte Glucose führt zur Hyperglykämie mit folgender Insulinsekretion[4]. Daneben 
entstehen freie Fettsäuren welche die Wirkung von Insulin vermindern - sodass wiederum die 
Glukoneogenese und Glykogenolyse gesteigert ist[5]. Über einen längeren Zeitraum kann es 
letztlich zur Ausbildung einer Insulinresistenz kommen, in deren Folge nicht selten ein 
metabolisches Syndrom entsteht. In Industriestaaten lässt sich ein erheblicher Anteil von 
Morbidität und Mortalität im Alter auf die Trias aus Adipositas, Dyslipidämie und Typ-2-
Diabetes (T2D) zurückführen[6].  
Im beschriebenen Modell steht die Adipositas an erster Stelle. Die Weltgesundheitsorganisation 
(WHO) definiert sie als „abnormalen Anstieg des Körperfetts“ der sich in einem BMI (body 
mass index) von über 30 kg/m² niederschlägt. Die epidemiologische Bedeutung lässt sich 
anhand folgender Zahlen und ihrer Dynamik erahnen: Laut Schätzung der WHO sind weltweit 
über 600 Millionen Menschen adipös, eine Zahl die sich in den letzten fünf Jahren um ein 
Drittel erhöht hat[7]. Parallel dazu - und mit ähnlicher Dynamik - nahm die Zahl der Patienten 
mit Typ-2-Diabetes rasant zu: Waren es 1985 noch 30 Millionen, so stieg die Zahl 2000 auf 
157 Millionen und 2015 auf 415 Millionen Erkrankte[8]. Die Kriterien zur Diagnose eines Typ-
2-Diabetes sind laut WHO wie folgt definiert: Entweder die Messung eines einmaligen 
Nüchternblutzucker >6,1 mmol/l oder nach standardisiertem oralen Glucosetoleranztest ein 
Blutzucker >11,1 mmol/l zwei Stunden nach Glucosegabe [9]. Wie zuvor beschrieben, erhöht 
Adipositas das Risiko für Diabetes mellitus, kardiovaskuläre Erkrankungen und bestimmte 
maligne Tumorarten (u.a. Brust- und Prostatakrebs)[10]. Je früher die Veränderungen des 
Körpergewichtes eintreten umso kürzer ist die Lebenserwartung und umso höher das Risiko für 




2.2 Überblick Genetik Adipositas und Typ-2-Diabetes: Epidemiologie, Monogen vs. 
Polygen und Methodik 
Die Ursachen der Adipositas werden gemeinhin im komplexen Zusammenwirken von Umwelt, 
Verhalten und genetischer Disposition gesehen. Um den Anteil der Vererbung am 
Körpergewicht zu schätzen, wurden in der Vergangenheit Vergleichsstudien an Zwillingen und 
adoptierten Kindern durchgeführt. Die meisten davon konnten eine starke Korrelation des 
Körpergewichts bei biologischen Eltern und deren Kindern feststellen, bei Adoptiveltern und -
kindern war diese wesentlich schwächer ausgeprägt[14]. Auch in einer Studie mit 12 
erwachsenen Zwillingspaaren, die sich über 100 Tage einer freiwilligen Hyperalimentation 
unterzogen, zeigten sich starke Unterschiede in der Gewichtszunahme und Fettverteilung 
zwischen den Paaren, jedoch eine sehr enge Korrelation unter den Zwillingsgeschwistern[15]. 
Es überrascht daher wenig, dass Eltern mit einem höheren BMI auch Kinder mit einer 
schwereren Adipositas haben[16]. Insgesamt wird geschätzt, dass die Entwicklung eines 
adipösen Phänotyps zu ungefähr 60% genetisch determiniert ist (obgleich diese Annahme einer 
großen Varianz unterliegt)[17].  
Analog verhält es sich mit der Entwicklung des Typ-2-Diabetes, deren wichtigster Risikofaktor 
die Adipositas ist[18]. Hier wurde in Zwillingsstudien eine genetische Determinanz zwischen 
30-70% geschätzt[19][20]. Neben dem epidemiologisch beobachtetem Einhergehen von Typ-
2-Diabetes und Adipositas[21], prägte auch der pathophysiologisch enge Zusammenhang 
beider Erkrankungen den Begriff der „Diabesity“[22]. Zum weiteren Verständnis dieser in der 
westlichen Welt so verbreiteten „Diabesitas“ können Assoziationsstudien, also die Korrelation 
von Genotyp (z.B. Gendefekt) und Phänotyp (z.B. erhöhter BMI), zielführend sein. 
In der jungen Vergangenheit wurde es durch automatisierte und damit kostengünstige DNA 
Sequenzierung möglich, große Abschnitte des Genoms auf Allelveränderungen zu untersuchen. 
Die damit durchführbar gewordenen genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) konnten die 
Korrelationen häufig auftretender Allele mit einem bestimmten Phänotyp untersuchen. Am 
häufigsten fand man dabei den Austausch von einzelnen Basenpaaren (SNPs, single nucleotide 
polymorphisms). Bereits vor dem Einsatz von GWAS war die Bedeutung von SNPs für 
einzelne Krankheiten gut bekannt: Prominente Bespiele sind die Zystische Fibrose (zu ca. 70% 
findet sich G542X im CFTR-Gen)[23] sowie die Faktor-V-Leiden Mutation (G1691A im F5-
Gen)[24]. Beiden Krankheitsbildern ist die Ausbildung des jeweiligen Merkmals aufgrund 
eines einzelnen Gens gemein (Monogenie). In der überwiegenden Mehrheit hängen Merkmale 
jedoch nicht nur von einem Gen, sondern von mehreren Genen ab und ihre Vererbung ist durch 
komplexe Interaktionen gekennzeichnet (Polygenie). Dies trifft in besonderem Maße für Typ-
Einführung	
	6	
2-Diabetes und Adipositas zu. So gibt es zwar weiter unten aufgeführte Beispiele für eine 
monogene Pathogenese, sie lassen sich aber nur in einem sehr geringen Teil der betroffenen 
Patienten nachweisen[17]. Bei diesen Individuen ist der Effekt der einzelnen Variante auf den 
Phänotyp relativ groß und ermöglicht es wertvolle Erkenntnisse zu den pathogenetischen 
Wechselwirkungen zu gewinnen. Bei den meisten Patienten ist die Pathogenese polygen und 
der Effekt einer einzelnen Variante gering. Durch die zuvor erwähnten GWAS konnten jetzt 
deutlich mehr Individuen untersucht werden und es tauchten neue, mit den Erkrankungen 
assoziierte, Varianten auf. 
Insgesamt wurden im menschlichen Erbgut circa 3 Millionen SNPs bei einer Gesamtzahl von 
ca. 6 Milliarden Basenpaaren identifiziert. Unter der Annahme, dass besonders häufig 
auftretende Allelpolymorphismen einen bestimmten Phänotyp bedingen, wurde die Assoziation 
von SNPs mit Parametern der Adipositas untersucht. Die so gefundenen SNPs konnten die 
genetische determinierten Abweichungen des BMI jedoch nur zu 3% erklären[25].  
Die eingangs prognostizierten 60% genetischer Determinanz der Adipositas lassen sich damit 
nicht erklären und es stellte sich die Frage welche anderen Veränderungen im Genom einen 
Beitrag leisten. Der Fokus richtete sich jetzt auf Veränderungen der Kopienzahl ganzer DNA 
Abschnitte, den „copy number variations“ (CNV). In der Regel liegen beim menschlichen 
Genom Gene in zwei Kopien vor (diploider Chromosomensatz). Davon abweichend können 
einzelne DNA-Abschnitte durch Duplikation oder Deletion auch nur eine oder mehr als zwei 
Genkopien besitzen. Der geschätzte Anteil den CNVs am menschlichen Genom ausmachen, 
liegt zwischen 4,8% und 9,5%[26]. Ein charakteristisches Merkmal von CNVs, das auch zur 
Klassifikation herangezogen werden kann, ist das häufige Vorkommen von wiederholten 
Gensequenzen. Man unterscheidet kurze und lange Sequenzwiederholungen („short and long 
repeats“), im Durchschnitt ist eine CNV-Sequenz 118 Basenpaare lang[27]. Der Beitrag von 
CNVs zur unterschiedlichen Genexpression bei der Vererbung wird zwischen 8.75 und 17.7% 
angegeben[28]. Bekannte Erkrankungen die durch Veränderungen der Genkopienzahl 
verursacht werden, sind das Down-Syndrom (drei Kopien des gesamten Chromosom 21) oder 
das DiGeorge-Syndrom (Deletion eines Segments vom Chromosom 22). 
Methodisch war die Identifikation und Analyse von CNVs lange Zeit aufwendig und ungenau. 
Traditionelle Verfahren die über eine Bindung von fluoreszenz-markierten Substanzen an 
bestimmte Genabschnitte arbeiten (wie Giemsa banding, „fluorescence in situ hybridization“ 
(FISH), oder klassisches „comparative genomic hybridization“), waren auf eine Auflösung von 
maximal 5 bis 10 Megabasen (1 Megabase = 1 Million Basenpaare) beschränkt[29]. Ein neueres 
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Verfahren, die „multiplex ligation-dependent probe amplification“ (MLPA) ermöglicht es 
weitaus kleinere Sequenzen im Bereich von 50–70 Basenpaare mit überschaubarem Aufwand 
zu untersuchen[30].  
Die kommerziell von MCR Holland entwickelte und vertriebene MLPA wird in einem 
Reaktions-Kit ausgeliefert. Wichtigster Bestandteil sind die MLPA Sonden - Oligonucleotide, 
die aus einer kurzen (25-43 Nucleotide[nt]) und einer langen DNA Sequenz bestehen. Die 
kurzen Enden binden an eine definierte Zielsequenz der denaturierten Patienten-DNA (z.B. an 
das Exon eines Gens), sie enthalten an ihrem 3’-Ende eine Sequenz an die später ein PCR 
Primer binden kann. Die langen Enden werden mit einer spezifischen Länge synthetisiert (80-
420 nt) und erlauben darüber die spätere Zuordnung. Auch sie enthalten eine Primersequenz. 
Zwei solcher Sonden binden lückenlos an einen bestimmten Genabschnitt und werden mit Hilfe 
einer Ligase ligiert. In der anschließenden PCR („polymerase chain reaction“) werden die 
ligierten MLPA Sonden amplifiziert. Einer der PCR-Primer ist fluoreszenz-markiert, sodass die 
Amplikons nach ihrer Auftrennung mit einer Kapillarelektrophorese ein optisches Signal 
liefern. Werden die aufgetrennten PCR Produkte in einem Elektropherogramm aufgetragen, 
können die nach Länge geordneten Amplikons eindeutig einer Sonde zugeordnet werden. Die 
Stärke des gemessenen Signals korreliert mit der Anzahl der Amplikons, wodurch nach 
Normalisierung der Daten, auf die Anzahl der vorhandenen Genkopien geschlossen werden 




Abbildung 1: Schematische Funktionsweise der MLPA am Beispiel einer Sonde. 
 
Abbildung 2: Elektropherogramm der PCR-Amplikons zweier Patienten, nach ihrer Länge auf der x-Achse 
sortiert. Die y-Achse zeigt die Signalstärke. Blau zeigt einen Patienten mit fehlender SIM1 Exon 9 Sonde bei 
330bp, in der Kontrolle (rot) ist das Signal erhalten. 







































Mithilfe der MLPA ist es somit möglich vorher festgelegte Abschnitte eines Gens auf 
Veränderungen der Kopienzahl zu untersuchen. In der Regel werden die Sonden vom Hersteller 
so entwickelt, dass sie einen Abschnitt der Exons des Gens abdecken. 
2.3 Der Leptin-Melanocortin Kreislauf 
Erstes Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Gene die eine monogene Adipositas 
verursachen können bei adipösen Kindern eine veränderte Kopienzahl zeigen. Dafür wählten 
wir 194 Kinder mit besonders schwerer Adipositas aus, während wir Patienten mit 
chromosomalen Erkrankungen, syndromalen Erkrankungen die mit Adipositas einhergehen 
sowie die Einnahme von Valproat oder Metformin ausschlossen. Bei der Auswahl unserer 
Kandidatengene war der Leptin-Melanocortin Kreislauf von besonderem Interesse da er die 
Energiehomöostase und Nahrungsaufnahme reguliert. Der Kreislauf soll hier grob umrissen 
werden: Leptin, das in Adipozyten gebildet wird, wirkt am Hypothalamus und hemmt in 
Neuronen über seinen Leptin-Rezeptor die Bildung von Neuropeptid Y/agouti related peptide 
(NPY/AGRP). Gleichzeitig wird die Synthese von Proopiomelanocortin (POMC) induziert[32]. 
Beides hemmt den Appetit. POMC wiederum wird durch Proteinkonvertasen zu alpha-
Melanozyten stimulierendem Hormon (alphaMSH) geschnitten, das den Melanocortin-4 
Rezeptor (MC4R) aktiviert. MC4R moduliert in Zusammenwirkung mit dem Agouti-Protein in 
bisher nicht vollständiger verstandener Weise die zentrale Appetithemmung[33], siehe 
Abbildung 3. 
 



























2.4 Überblick über Gene des Leptin-Melanocortin Kreislaufs (Leptin, POMC, MCR, 
SIM1) 
2.4.1 Leptin 
Das Leptin-Gen (LEP) kodiert für Leptin, ein Adipokin (Zellsignalprotein), welches vor allem 
von Adipozyten aber auch im Hypothalamus und der Hypophyse gebildet wird. Rezeptoren für 
Leptin finden sich in Neuronen des Nucleus arcuatus und Nucleus paraventricularis des 
Hypothalamus[34]. Es hemmt die Produktion von Appetit fördernden Neuropeptiden 
(Neuropeptid Y, Agouti) die in Neuronen des Nucleus arcuatus gebildet werden und induziert 
die POMC-Synthese in Neuronen des Nucleus paraventricularis[35]. Beides wirkt 
appetitzügelnd. Mit zunehmender Sättigung steigt, von Adipozyten und Neuronen des 
Hypothalamus vermittelt, der Leptin-Spiegel an und hemmt die Nahrungsaufnahme. Bei 
Übergewichtigen ist der Leptin-Spiegel proportional zur Fettmasse erhöht und führt über 
längere Zeit, ähnlich wie Insulin, zu einer Leptin-Resistenz[36]. 
Monogenetische Adipositas auf Grund von Leptin- oder Leptin-Rezeptor-Mutationen ist sehr 
selten und nur in der homozygoten Form beschrieben[37], daneben ist ein Fall von abnormem 
Spleißens des Leptinrezeptors bekannt[38].  
Klinisch zeigt sich eine Leptin-Defizienz folgendermaßen: Rasant zunehmendes 
Körpergewicht in den ersten Lebensmonaten bei normalen Geburtsgewicht, exzessive und 
aggressive Hyperphagie bei normaler Metabolisation sowie starke s.c. Fettakkumulation im 
Bauch- und Lendenbereich[39]. Serologisch bilden sich immer eine Hyperinsulinämie, ein 
hypothalamischer Hypothyriodismus und ein Hypogonodismus aus. Letzterer ist auf eine 
verminderte LH/FSH-Sekretion zurückzuführen. Leptin-defiziente Kinder zeigten in einigen 
Studien außerdem eine abnorme T-Zell-Zahl und eine erhöhte Infektanfälligkeit[40]. 
Eine Leptin-Substitution führt bei monogenetisch Leptin-defizienten Kindern, und nur bei 
diesen, zu einer Normalisierung von Körpergewicht und macht nahezu alle oben beschriebenen 
Veränderungen rückgängig. Bei heterozygoten Trägern konnte keine signifikante Veränderung 
des Körpergewichts nach Leptin-Supplementation festgestellt werden[40].  
Leptin wirkt am Leptin-Rezeptor, der u.a. im Hypothalamus aber auch in den β-Zellen des 
Pankreas und in der Nebennierenrinde vorkommt. Dort ist er über eine Tyrosin-Kinase an den 




Das Präopiomelanocortin-Peptid wird vorrangig in Zellen des Hypothalamus (Ncl. arcuatus) 
sowie in corticotropen und melanotropen (Pars intermedia) Zellen der Hypophyse 
synthetisiert[42]. Die Synthese wird vom Releasinghormon CRH stimuliert. POMC muss 
ähnlich wie Insulin von Prohormon-Convertasen (PC) in seine funktionell aktiven Fragmente 
geschnitten werden, Mutationen dieser Enzyme (PC1) führen zu Adipositas und 
Hyperphagie[43]. Die PC prozessieren POMC zu folgenden Produkten: Endorphine, MSH 
(Melanozyten-stimulierendes Hormon) und ACTH (Adrenocorticotropes Hormon). Bei 
fehlerhafter bzw. defizienter POMC-Synthese wird kompensatorisch vermehrt CRH gebildet 
(positive Rückkopplung), sodass CRH an seinen CRH-2α-Rezeptor bindet. Dieser Rezeptor 
wird für die Stimulation der Nahrungsaufnahme verantwortlich gemacht[44]. 
Die Produkte des POMC wirken wie folgt: Das Melanozyten-stimulierende Hormon bindet 
peripher und zentral an den Melanocortinrezeptor (MCR, siehe folgendes Kapitel); ACTH 
stimuliert Hormone der Nebennierenrinde (Aldosteron, Cortisol, Sexualsteroide). Cortisol 
beeinflusst wiederum den Fettstoffwechsel indem es die Lipolyse induziert. 
In den letzten zehn Jahren sind Fälle von kompletter POMC-Defizienz und Missense-
Mutationen beschrieben worden. Die betroffenen Patienten zeigen eine Hypocortisolämie 
welche zu Hypoglykämie, verlängertem Neugeborenen-Ikterus und erhöhter Infekt-
Anfälligkeit führt[45][46]. Alle Patienten wurden mit Cortisol substituiert und entwickelten 
eine Hyperphagie mit folgender Adipositas[47]. Interessanterweise wird bei basalem Cortisol-
Mangel normalerweise ein ausgeprägter Gewichtsverlust bzw. eine Abmagerung beobachtet. 
Studien an einer Gruppe von 12 türkischen Kindern zeigten, dass schon heterozygote POMC-
Mutationen die Prädisposition für Adipositas eindeutig erhöhen[48].  
2.4.3 Melanocortinrezeptor-Familie 
Rezeptor Expressionsort Funktion Ligand 
MC1R Melanozyten Pigmentation αMSH, ACTH 
MC2R Nebennierenrinde Adrenocorticale Steroidsynthese ACTH 
MC3R ZNS, GI-Trakt, Niere Energie-Homöostase, Natriurese γMSH 
MC4R ZNS Energie-Homöostase, erektile Funktion αMSH, βMSH 
MC5R exokrine Zellen Synthese und Sekretion exokriner Sekrete αMSH 
Tabelle 1: Überblick über die MCR-Familie, ihre vordergründige Funktion und die primären Liganden. 
Die Melanocortinrezeptoren (MCR) sind G-Protein gekoppelt und modulieren nach Bindung 
ihres Liganden die Aktivität der Adenylatzyklase. Ligand des Rezeptors ist das Melanozyten-
stimulierende Hormon (MSH) welches durch Proteasen (PC1, PC2, PC3) in der Hypophyse 
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(Lobus intermedius) und dem Hypothalamus (Ncl. arcuatus) wie oben beschrieben prozessiert 
wird.  
Beim Melanocortinreceptor unterscheidet man fünf Subtypen, die zelltyp- und 
gewebsspezifisch exprimiert werden und durch unterschiedliche physiologische Funktionen 
charakterisiert sind (s. Tabelle 1). Insbesondere MC3R und MC4R werden vermehrt im ZNS 
exprimiert und sind relevant für die Energiehomöostase[49].  
2.4.4 MC4R 
Um die biologische Funktion eines Genes zu untersuchen, können Gen-Knockouts hilfreich 
sein. Hierbei wird ein Vektor in die embryonale Stammzelle, beispielsweise einer Maus, 
eingebracht. Die im Vektor enthaltene DNA kodiert für ein nicht funktionsfähiges Transkript 
des zu untersuchenden Gens, dessen Genprodukt dadurch inaktiv wird[50]. Im Falle von MC4R 
sind Mäuse mit ausgeschalteter Genfunktion übergewichtig, hyperphag und hyperinsulinäm. 
Bemerkenswert ist, dass der Grad der Ausprägung dieser Symptome von der Gendosis abhängig 
ist[51]. Weiterhin bemerkenswert ist die veränderte Anpassung an unterschiedliche 
Nahrungszusammensetzungen nach MC4R-Knock-out: Bei gesunden Nagern wird 
kompensatorisch die aufgenommene Nahrungsmenge bei einer fettreichen Diät geringer, 
sodass sie sich insgesamt isokalorisch ernähren.  Bei MC4R-K.O.-Mäusen ist bei gleicher Diät 
die Nahrungsaufnahme sogar gesteigert. Derartige Veränderungen werden bei 
kohlenhydratreicher Diät nicht beobachtet[52].  
Zunächst wurde vermutet, dass die Melanocortin-Achse nur dem Weiterreichen des Leptin-
Signals dient. In nachfolgenden Studien zeigte sich jedoch ein komplexerer Zusammenhang, 
bei dem die Energie-Regulation im Gehirn über eine Zusammenarbeit von POMC und 
Neuropeptid Y (NPY)-Neuronen ablaufen soll: Leptin stimuliert die POMC-Synthese indem es 
die GABA-Sekretion der NPY-Neurone inhibiert und damit die POMC-Neurone enthemmt[53]. 
Letztere wirken stimulierend auf MC4R, während NPY-Neurone über Agouti den Rezeptor 
inhibieren. Bei NPY- und Agouti-Knock-out-Mäusen konnte jedoch keine Veränderung des 
Appetitverhaltens oder des Körpergewichts beobachtet werden[54], sodass die genaue 
Interaktion der Signalpeptide weiter im Dunklen bleibt. 
Dass ein defektes MC4R Gen zu monogener Adipositas führen kann, ist unbestritten: Farooqui 
et al. konnten bei 5-6% von 2.000 untersuchten schwer-adipösen Patienten Mutationen im 
MC4R nachweisen[55]. Laut den Autoren ist die MC4R-Defiziens damit die häufigste Ursache 
für monogene Adipositas[56]. Beschriebene klinische Zeichen einer solchen Defizienz sind 
beim Menschen: Hyperphagie, die stets noch im ersten Lebensjahr beginnt, erhöhte 
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Knochenmineralisation, frühe Hyperinsulinämie und beschleunigtes lineares Wachstum in der 
Kindheit (vermutlich durch die Hyperinsulinämie)[55]. 
2.4.5 MC3R 
Im Unterschied zum MC4R ist der Phänotyp der MC3R-K.O.-Maus deutlich weniger adipös, 
zeigt eine verkürzte Körperlänge und eine fehlende Hyperglykämie[57] bei gleichzeitig kaum 
verändertem Appetit[58]. Beim Menschen wurden zwei Polymorhismen im Melanocortin-3 
Rezeptor gefunden, die bei 6-9 Jahre alten Kindern mit einem höherem BMI und vermehrter 
Nahrungsaufnahme assoziiert waren[59, S. -3]. Die Regulation dieser Effekte des MC3R ist 
weitgehend unbekannt. 
2.4.6 MC2R 
Der Melanocortin-2-Rezeptor findet sich vor allem in der Zona fasciculata der 
Nebennierenrinde und reguliert dort die Kortisolsynthese[60]. Mutationen des MC2-Rezeptors 
werden bei der erblichen Glukocortikoid-Defizienz („Familial glucocorticoid deficiency“) für 
einen Viertel der Fälle verantwortlich gemacht. Sie führt zu Kortisolmangel und Hypoglykämie 
mit veränderter Energiehomöostase[61]. Ebenso konnte eine Beteiligung des MC2R bei der 
Differenzierung von Adipozyten gezeigt werden[62]. Auch wenn MC2R kein klassisches 
„Adipositas-Gen“ ist, so muss auf Grund dieser Daten von einem engen Zusammenwirken mit 
der hypothalamisch-hypophysärer Achse ausgegangen werden. 
2.4.7 SIM1 
Der Name „Drosophila melanogaster single-minded 1“ (SIM1) entstand, da ein SIM1-Verlust 
bei der Drosophila-Fliege zur Ausbildung einer rudimentären, einsträngigen axonalen Achse, 
statt eines paarigen Axonstranges (analog des Rückenmarks) führte. SIM1 ist ein 
Transkriptionsfaktor, welcher bei der Entwicklung des ZNS exprimiert wird und eine 
entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Hypothalamus (Ncl. paraventricularis, Ncl. 
supraopticus, Ncl. paraventricularis anterior) spielt[63]. Der Einfluss von SIM1 auf die 
Entwicklung der Adipositas wurde an K.O.-Mäusen demonstriert: Eine vollständige SIM1-
Deletion war (wie bei Drosophila) letal, während bei einer erhaltenen Genkopie die betroffenen 
Mäuse ein deutlich höheres Gewicht entwickelten[64]. Beim Menschen wurden in den letzten 
Jahren mehrere SNPs gefunden, die mit einem erhöhten Körpergewicht assoziiert waren[65]. 
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2.5 Von Adipositas zu Diabetes 
Neben einer Auswahl von physiologischen Kandidatengenen nach funktionellen 
Gesichtspunkten (wie dem bis jetzt beschriebenen Leptin-Melanocortin System), kann es auch 
sinnvoll sein, Gene aus GWAS-Daten für Genotyp-Phänotyp Assoziationsstudien zu 
selektieren. Das zweite Ziel dieser Arbeit war es solche Genloci, die in GWAS mit Typ-2-
Diabetes assoziiert waren, zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden von uns insgesamt 638 
Kinder in die Untersuchung eingeschlossen von denen 571 adipös, 61 übergewichtig und 67 
normalgewichtig waren. Lassen sich bei diesen Kindern Effekte der Varianten auf die 
Glucosehomöostase messen, so kann mit weitergehenden, funktionellen Methoden der Einfluss 
dieser Kandidatengene auf Zellproliferation, -entwicklung und Signaltransduktion im 
Glucosekreislauf untersucht werden, um einen tieferen Einblick in die Funktion und Regulation 
der mitwirkenden Peptide zu bekommen.  
In einer umfangreichen Metaanalyse haben Saxena et al. in neun genomweiten 
Assoziationsstudien mit insgesamt 15.234 Probanden nach SNPs in Genen gesucht die mit 
Parametern des Glucosestoffwechsels assoziiert waren[66].  Zu diesen Parametern gehören 
neben den bereits beschriebenen Nüchternblutzucker („fasting blood glucose“, FBG) und 
standardisierten oralen Glucosetoleranztest (oGTT, Messung des Blutzuckers im definierten 
Intervall nach oraler Glucosegabe) auch der Insulinspiegel. Analog zum oGTT kann dieser auch 
im Intervall nach Glucosegabe gemessen werden. Um aus diesen gemessenen Werten die 
Insulinsensitivität abbilden zu können, müssen weiterführende Surrogatindizes berechnet 
werden: Grundlegend unterscheidet man Indizes die auf Nüchternglucose- und -insulinwerten 
basieren (HOMA, QUIKI), sowie jene die sich aus Insulin- und Glucosespiegeln nach einem 
oGTT berechnen (ISI, Belfiore, Gutt, Sturmvoll, IGI)[67]. Eine Übersicht über die Indices und 
ihre Berechnung findet sich im Anhang. 
Die von Saxena et al. entdeckten SNPs waren (in Klammern mit ihren zugeordneten Genen): 
rs10423928 (GIPR), rs2877716 (ADCY5), rs1260326 (GCKR) und rs17271305 (VPS13C), die 
zugeordneten Gene sollen hier kurz vorgestellt werden: 
2.6 Charakteristik der Typ-2-Diabetes Kandidatengene (GIPR, ADCY5, GCKR, 
VPS13C) 
2.6.1 GIPR 
Der „glucose-dependent insulinotropic polypeptide“-Rezeptor (oder historisch „gastric 
inhibitory polypeptide receptor“) ist ein transmembranes Protein mit sieben Segmenten das in 
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den Beta-Zellen des Pankreas vorkommt. Sein Ligand, das „gastric inhibitory polypeptide“ 
(GIP), wird vorrangig in der Mukosa von Duodenum und Jejunum gebildet und induziert nach 
Bindung an die Beta-Zellen, in Abhängigkeit von der intestinalen Glucoseaufnahme, die 
Insulinsekretion[68]. Bei der intrazellulären Signaltransduktion spielen Adenylatzyklasen eine 
wichtige Rolle (siehe folgender Absatz)[69]. In Adipozyten stimuliert GIP die 
Lipoproteinlipase, welche Triglyzeride in Lipoproteine hydrolysiert[70]. Interessant ist, dass 
die GIP-Sekretion abhängig von der Zusammensetzung der aufgenommenen Nahrung ist, 
fettreiche Kost scheint beim Menschen ein besonders potenter GIP Stimulus zu sein[71].  
2.6.2 ADCY5 
Adenylatzyklase 5 hat eine sehr heterogene biologische Funktion. Als Mitglied der Familie der 
Adenylatzyklasen, die in fast allen Zellen vorkommen, ist es ein Transmembranprotein mit 
insgesamt 12 Segmenten. Wie alle anderen Adenylatzyklasen katalysiert es die Konversion von 
Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und Pyrophophat 
(PP). cAMP dient im Anschluss als ubiquitäres Signalprotein an Transkriptionsfaktoren, 
Kinasen oder Ionenkanälen und ist „second messenger“ von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren. In Beta-Zellen des Pankreas führt die Aufnahme von Glucose über folgenden 
Mechanismus zu erhöhten cAMP-Spiegeln[72]: Glucose wird über spezifische Transporter in 
die Beta-Zellen aufgenommen und führt zur Induktion der ATP-Synthese sowie zum Schließen 
von ATP-sensiblen Kaliumkanälen. Daraufhin depolarisiert die Plasmamembran und es kommt 
zur Exozytose von Exkretionsgranula mit Insulin. Dieser Prozess wird durch Proteine wie GIP 
moduliert und durch Aktivierung von Adenylatzyklasen, über intrazelluläre Calcium-
Mobilisation und vermehrten Calcium-Einstrom sowie vereinfachte Fusion der 
Exkretionsgranula mit der Plasmamembran verstärkt[73]. Es konnte beobachtet werden, dass 
Glucosezufuhr nach Ausschalten der ADCY5-Genfunktion zu verminderten intrazellulären 
Calciumspiegeln und einer verminderten Insulinsekretion führt[73].  
Daneben beeinflusst ADCY5 das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System über eine 
Reninausschüttung in der Niere[74], es wird bei der Entwicklung des Herzens sowie bei 
linksventrikulärer Hypertrophie vermehrt exprimiert[75] und scheint im ZNS an dopaminergen 
Neuronen eine wichtige Rolle zu spielen[76].  
2.6.3 GCKR 
“Glucokinase regulatory protein” ist ein Transportprotein, das Glucokinase (GK) aus dem 
Zytoplasma in den Zellkern und zurück bewegt. Durch diesen Vorgang wird die 
Phosphorylierung von Glucose durch die Glucokinase, der erste Schritt der Glykolyse, 
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gesteuert. Steigen Glucose- und Insulinspiegel in der Zelle, so wird Glucokinase durch GCKR 
ins Zytoplasma transportiert und dort aktiviert[77].  
2.6.4 VPS13C 
Vacuolar protein sorting-associated protein 13C ist eines der vier Mitglieder (A-D) der VPS-
Familie. Ihre Funktion ist vielfältig und umfasst transmembranen Proteintransport[78] und 
einen Teil des Phosphatidylinositol-Stoffwechsels[79, S. 13]. Daneben dienen sie als 
Matrixstrukturprotein im Golgi-Apparat[80]. In Backhefe (Saccharomyces cerevisiae) 
transportiert VPS13 die Protease Kex2p, welche Insulin intrazellulär abbaut[81]. Bei 
Säugetieren wird VPS13C ubiquitär exprimiert, besonders hoch ist die Verbreitung in den Beta-
Zellen des Pankreas[82].  
2.7 Ziele der Arbeit 
Bei komplexen und heterogenen Erkrankungen wie Adipositas und Typ-2-Diabetes können bei 
manchen Patienten schon früh Phänotypveränderungen beobachtet werden, die sich klinisch 
und paraklinisch objektivieren lassen. Gerade bei diesen Patienten können eher Varianten des 
Genotyps identifiziert werden, die die Ausprägung des Phänotyps bedingen und den späteren 
Krankheitsverlauf determinieren. Betroffene Kinder eignen sich daher als Population für 
Assoziationsstudien von Genotyp und Phänotyp besonders gut, da sie im Gegensatz zu 
Erwachsenen noch wenig durch Umweltbelastungen, durch Komorbidität und durch 
Medikamenteneinnahme beeinflusst werden. Ferner und unter der Annahme, dass frühe 
Veränderungen des Energie- und Glucosehaushalt durch eine besonders starke genetische 
Penetranz bedingt sind, erwartet man bei Kindern in Assoziationsstudien besonders starke 
Effekte auf den Phänotyp. Aus diesem Grund und weil bisherige Arbeiten größtenteils 
Erwachsene einschlossen, war es unser Ziel in einer Kohorte von Kindern 
1. ausgewählte Gene der Leptin-Melanokortin-Achse auf Veränderungen der Kopienzahl 
und 
2. die zuvor in GWAS beschriebenen Gene ADCY5, GIPR, GCKR und VPS13C auf 
Assoziationen mit Parametern der Glucosetoleranz und Insulinsekretion zu  untersuchen. 
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Abstract
Background: Obesity is genetically heterogeneous and 
highly heritable, although polymorphisms explain the 
phenotype in only a small proportion of obese children. 
We investigated the presence of copy number variations 
(CNVs) in “classical” genes known to be associated with 
(monogenic) early-onset obesity in children.
Methods: In 194 obese Caucasian children selected for 
early-onset and severe obesity from our obesity cohort we 
screened for deletions and/or duplications by multiplex 
ligation-dependent probe amplification reaction (MLPA). 
As we found one MLPA probe to interfere with a polymor-
phism in SIM1 we investigated its association with obesity 
and other phenotypic traits in our extended cohort of 2305 
children.
Results: In the selected subset of most severely obese 
children, we did not find CNV with MLPA in POMC, LEP, 
LEPR, MC4R, MC3R or MC2R genes. However, one SIM1 
probe located at exon 9 gave signals suggestive for SIM1 
insufficiency in 52 patients. Polymerase chain reaction 
(PCR) analysis identified this as a false positive result 
due to interference with single nucleotide polymorphism 
(SNP) rs3734354/rs3734355. We, therefore, investigated for 
associations of this polymorphism with obesity and meta-
bolic traits in our extended cohort. We found rs3734354/
rs3734355 to be associated with body mass index-stand-
ard deviation score (BMI-SDS) (p = 0.003), but not with 
parameters of insulin metabolism, blood pressure or food 
intake.
Conclusions: In our modest sample of severely obese chil-
dren, we were unable to find CNVs in well-established 
monogenic obesity genes. Nevertheless, we found an 
association of rs3734354 in SIM1  with obesity of early-
onset type in children, although not with obesity-related 
traits.
Keywords: children; copy number variations; genetic vari-
ants; obesity; SIM1.
Introduction
Obesity is etiologically heterogeneous. The assumed her-
itability for obesity-related phenotypes is estimated to be 
above 60% [1], although it varies to a large extent [2]. The 
effects of single nucleotide polymorphisms (SNP) have 
been investigated extensively under the assumption that 
common diseases are attributable to common variants. 
However, common loci identified by genome-wide asso-
ciation studies (GWAS) were able to explain around 3% of 
body mass index (BMI) variance only [3]. This gap moved 
the focus towards copy number variations (CNVs) that are 
estimated to account for about 18% of heritable variance 
in gene expression [4]. Recent findings started to elucidate 
the role of CNVs in non syndromic diseases and metabolic 
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disorders, as was shown for an association of a common 
deletion near the neuronal growth regulator 1 (NEGR1) 
with BMI [5], large CNVs (>1 Mb) were found to be overrep-
resented in obese cases vs. control subjects [6], and CNVs 
to be associated with BMI and gene expression of AMY1 
as well as serum amylase enzyme levels [7]. Also, asso-
ciations with syndromic forms of obesity were recently 
reported for CNVs on chromosome 16 in adults [8], and are 
well described for specific entities such as Charcot-Marie-
Tooth [9], Angelman [10] and Prader-Willi syndrome [11], 
attention deficit hyperactivity disorder [12] or autism [13].
We hypothesized that CNVs around obesity candi-
date genes might explain the gap between expected and 
measured heritability for BMI and contribute to BMI varia-
tion, potentially causing severe early-onset obesity. In this 
regard, particularly genes with rare variants causing mono-
genetic early-onset obesity, such as melanocortin receptors 
(MC4R, MC3R, MC2R) [14, 15], leptin receptor (LEPR) [16], 
single minded homolog 1 (SIM1) [17], proopiomelanocor-
tin (POMC) [18] would be interesting. As only children are 
less affected by comorbidities, medication and environ-
mental factors, they are an attractive population to iden-
tify contributing genetic determinants in such a complex 
polygenic disease like obesity. We assumed that children 
with a high BMI-standard deviation score (SDS) have a 
higher risk for gene dosage variation and we consequently 
selected patients with the utmost BMI-SDS of our cohort. 
In this subset, we screened for CNVs in POMC, LEP, LEPR, 
MC4R, MC3R, MC2R and SIM1 gene regions using multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MLPA) technique, 
which has been proven to be efficient and robust [19] and 
was previously successfully applied for screening of vari-
ations in children with idiopathic mental retardation [20], 
autism [21] and obsessive-compulsive disorder [22].
Subjects and methods
Cohort design
We selected 194 Caucasian children and adolescents (86  male, 
108 female) with a BMI of ≥2 SDS (mean BMI was 2.89 ± 0.41 SDS) 
recruited from our obesity clinic for the initial CNV screen. For a fur-
ther description see Table 1.
To validate our findings on the SIM1 polymorphism rs3734354, we 
extended our cohort with exome chip data of a further 1074 obese chil-
dren as well as 1231 lean controls, altogether 2305 children (Table 2).
A comprehensive metabolic work-up including lipid profiles, an 
oral glucose tolerance test and blood pressure measurements were 
collected. All children were free of severe diseases and of medica-
tions. We excluded participants that had one of the following charac-
teristics: chromosome disorders (Klinefelter’s syndrome, trisomia), 
other genetic disorders (Prader-Willi syndrome, Bardet-Biedl syn-
drome), administration of valproic acid or metformin. Height was 
measured to the nearest of 0.1 cm and weight to the nearest of 0.1 kg 
using a digital balance. BMI data were standardized to age and sex 
of the children applying German reference data [23], and is given 
as BMI-SDS or z-score. To classify overweight (BMI between 1.23 
and 1.88 SDS) and obesity (BMI ≥ 1.88 SDS) we applied consensus 
guidelines of the German Working Group for Pediatric Obesity [24]. 
Blood samples were obtained in the fasted state at 08:00  am and 
were immediately centrifuged, aliquoted and stored at −80 °C. Blood 
lipids, glucose and insulin were measured by a certified laboratory 
applying standard clinical biochemistry methods.
Written informed consent was obtained from all guardians and 
children older than 12 years. Both studies were approved by the Ethi-
cal Committee of the University of Leipzig.
MLPA
We used a kit nr. P220 by MCR-Holland (Amsterdam, The Nether-
lands) covering our target genes, probes are listed in Supplemental 
Table 1. A total of 100 ng of genomic DNA was used for the reaction 
which was carried out with MLPA-SALSA kit by MCR-Holland accord-
ing to the manufacturer’s instructions. To measure the probe ampli-
tude we injected polymerase chain reaction (PCR) products into 
capillary electrophoresis on an ABI PRISM 7500 sequence detector 
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) and extracted the 
Table 1: Demographic characteristics of patients analyzed for copy 
number variations.
Variable Mean ± SD [min–max]
n (Girls/boys) 194 (108/86)
Age, years 11.0 ± 3.8 [3–18]




Range is given in squared brackets. BMI, body mass index; WHR, 
waist-to-hip ratio; PH, Tanner pubertal state.
Table 2: Demographic characteristics of patients analyzed for SIM1 
variant rs3734354.
Variable Mean ± SD [min–max]
n (Girls/boys) 2305 (1182/1123)
Age, years 11.3 ± 3.36 [0.2–17.99]
BMI, kg/m2 22.4 ± 6.55 [11.4–56]
BMI-SDS 1 ± 1.48 [−4.4 to 4.9]
Height SDS 0.34 ± 1.2 [−6 to 4.8]
WHR 0.85 ± 0.08 [0.58–1.49]
PH 2.53 ± 1.7 [1–6]
Range is given in squared brackets. BMI, body mass index; WHR, 
waist-to-hip ratio; PH, Tanner pubertal state.
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data using GeneMapper (Applied Biosystems). For data normaliza-
tion, based on a healthy, non obese control, the relative peak height 
(RPH) method recommended by MRC-Holland was used [25, 26]. 
Peak heights below 0.75 were considered as deletions and above 1.30 
as duplications. Positive samples were repeated twice. Repeatedly 
found deletions were confirmed twice with MLPA and with PCR fol-
lowed by sequencing to verify the alteration and to make sure that 
the MLPA probe properly bound to its binding site.
Genotyping SIM1
To verify the expected deletion in SIM1 exon 9  we used DNA, for 
which MLPA indicated a homozygous loss of both alleles and per-
formed PCR with four overlapping primers flanking the exon 9 MLPA 
probe binding site (see Supplemental Figure 1). Genomic DNA was 
extracted from peripheral leukocytes using a Qiagen DNA extraction 
kit (Qiagen, Hilden, Germany). The region in SIM1 was amplified by 
PCR under the following conditions: denaturation at 96 °C for 3 min, 
then 25 cycles of denaturation at 96 °C for 30 s, annealing at 56 °C 
for 15  s and elongation at 60 °C for 4  min, in the end followed by 
elongation at 72 °C for 10 min. We inspected the PCR products for the 
presence of single bands of the expected size on a 1% agarose gel and 
extracted them using the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
Sequencing was performed on overlapping fragments (primer 
see Supplemental Table 2). The detected SIM1 variant was verified 
by reamplification and resequencing. Sequencing of the purified PCR 
products was performed using the ABI Prism sequence detector in 
combination with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit (Applied Biosystems).
The rs3734354 genotype data for the extended cohort were 
derived from the HumanExome BeadChip v1.0 (Illumina, Inc., 
San Diego, CA, USA) using standard protocols suggested by the 
 manufacturer.
Statistical analyses
Statistical analyses were performed using the SPSS software package 
(version 17.0) (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). We used logistic regres-
sion to compare allelic frequencies between obese and lean healthy 
controls. To test for associations of genetic variants with binary obesity/
overweight and metabolic or anthropometric characteristics we applied 
generalized linear regression models under the additive mode of inher-
itance. All qualitative and quantitative analyses were adjusted for age, 
sex and pubertal stage. Pubertal stage was clinically assessed by Tan-
ner stage ranging from PH1 (=prepubertal) to PH5 (=adolescent, puberty 
completed). Hence, we regarded the PH as an ordinal variable. A p-value 
<0.05 was considered to provide nominal evidence for association.
Results
Screen for CNVs in severe obesity subset
We did not find CNVs in POMC, LEP, LEPR, MC4R, MC3R, 
MC2R or SIM1 in 194 obese children.
Initially, MLPA results indicated a homozygous SIM1 
exon 9 deletion in three cases and a heterozygous dele-
tion of the same exon in 49 cases (Figure 1). We then tried 
to validate this finding by PCR, which was, however, not 
indicative for deletions nor insertions or duplications 
large enough to be detected by agarose gel electrophoresis 
(Figure 2). Specifically, PCR products from samples for which 
MLPA indicated loss of one or both alleles were of equal 
size as the ones with the wild-type control (Figure  2). By 
Sanger sequencing of these fragments we found rs3734355 
(NM_005068.2:c.1112C>T, predicting amino acid substitution 
p.Ala371Val) to be located at the binding site of the MLPA 
SIM1 Exon 09A probe (Figure 3). This SNP was in complete 
linkage disequilibrium with rs3734354, which predicts a Pro-
352Thr change. The rs3734354 AA genotype corresponded 
in all three cases with the absence of a MLPA-signal, falsely 
indicating the absence of SIM1 copies and the AC-variant in 
49 cases corresponded with a blunted MLPA-signal, falsely 
indicating hemizygosity, whereas the CC-variant retained full 
MLPA-signal indicating the presence of two copies.
Hence, we did not find CNV in any of the obesity can-
didate genes investigated, but found a frequent SNP in 
SIM1 in our subset. 
Association of SIM1 genetic variant 
with childhood obesity
To investigate the role of the polymorphisms we used the 
exome chip data of all 194 cases and additional 880 obese 
and overweight children and 1231 lean children. We found 
rs3734354/rs3734355 to be associated with binary obesity/
overweight (see Table 3) and concordantly after applying 
linear regression under the additive model, to be associated 
with BMI-SDS (p = 0.003, adjusted to age, sex and pubertal 
state), and nominally with height SDS (p = 0.04). We did not 
find an association with further parameters of obesity such 
as waist-to-hip ratio, pubertal state, leptin levels, the SDS cor-
rected blood pressure or parameters of insulin homeostasis.
Furthermore we did not observe any association with 
quantity and quality of food intake of the patients, e.g. calo-
ries intake, intake of proteins, fats, carbohydrates and fiber 
(see Table 4). Other 13 variants of SIM1 on the exome chip 
were either not polymorphic in the probands tested in our 
study or were not analyzed due to low frequency.
Discussion
In this study, we aimed to investigate the role of CNVs 
in childhood obesity. We concentrated on “classical” 
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monogenic obesity genes, in which lack of one DNA strand 
may not have been detectable in conventional sequencing. 
The MLPA probes we used are set around genes that inter-
act with the regulation of the leptin-melanocortin system: 
leptin, being mainly synthesized in adipocytes, acts at the 
hypothalamus and interacts with neuropeptide Y/agouti 
related peptide (AGRP) and POMC neurons [27]. Both 
influence the energy balance. POMC neurons secrete the 
α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) which binds 
the melanocortin receptors (MC3R, MC4R) in the para-
ventricular nucleus and ventromedial hypothalamus [28]. 
Deficiency in MC4R resulted in hypertrophy of adipose 
tissue, dramatically increased body weight and hyperin-
sulinemia in mice [29]. Although MC2R is not considered 
a monogenetic obesity gene, we included it in our study 
as previous findings have shown its important role in the 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis [30]. SIM1, instead, is 
Figure 2: Agarose gel electrophoresis of the PCR amplifications  
of SIM1, covering the binding site of the exon 9 MLPA probe.
The first band is a reference ladder with the 1 kb position being 
marked. Second band is a reference positive control containing  
two copies of SIM1 exon 9, bands 3–10 are amplicon one homozy-
gous and heterozygous samples showing same size as the positive 
control, hence lack of partial deletion, band 11 is a non-template 


















































































































































































































































Figure 1: Overview of MLPA-results.
Left panel: copy number signals of the SIM1 probe (“SIM1 exon 09A”) for all patients coded in colors. A green stripe represents one patient 
with two gene copies; yellow a heterozygous deletion; red a homozygous deletion. n = 194. Right panel: overlay of two MLPA result charts. 
Y-axis: number of gene copies. X-axis: regions of the binding probe. The arrow shows a sample with one missing SIM1 copy, for the light 
gray control the copy is present.
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a transcriptional factor expressed in the central nervous 
system that plays a role in the development and function 
of the hypothalamus [31]. Its influence on obesity has pre-
viously been demonstrated in knock-out mice: while SIM1 
homozygous null mice die shortly after birth, heterozygous 
mice survive and develop early-onset obesity and hyper-
phagia [32]. In humans, Varela et  al. were able to find a 
deletion in SIM1 in one patient who presented not only 
with learning disability and hypotonia but also with hyper-
phagia and obesity [33]. Altogether we hypothesized that 
deficiencies or duplications in those genes may influence 
the BMI through direct or indirect interactions with the lep-
tin-melanocortin system [34]. As described above common 
SNPs identified by GWAS could so far explain only a small 
percentage of inherited obesity. Recently focus shifted 
towards CNVs, revealing rare variants that influence the 
leptin-melanocortin system [35]. We expected that CNVs 
in our selected genes will have an effect on BMI and other 
parameters of obesity that will appear more evidently and 
early in severely obese children.
To investigate the presence of CNVs, we performed 
a copy number quantification in our cohort of extremely 
obese children with BMI > 2.2 SDS and up to 4.2 SDS. 
After verifying our data, all our patients had two copies 
of the analyzed sections of genes. Previous studies with 
similar approaches show ambiguous results: Gless-
ner et  al. identified several CNVs in obese children and 
controls by deriving common CNVs from SNP data [36]. 
C C C C C CCG G A T T T T TT G nG
80 90
Figure 3: Heterozygous variant of rs3734354.
Sequence of the rs3734354 region showing two dyes at the same position indicating a heterozygous polymorphism in one of our patients 
with a MLPA signal suggestive for loss of one SIM1 exon 9 copy.
Table 3: Cross tables of rs3734354 genotype and binary overweight/obesity with according odds ratios (95% KI) and p-values.
CC AC AA Total OR [95% C.I.] p-Value
Count % Count % Count % Count %
Lean 877 52.5 317 54.6 35 70.0 1229 53.4 0.93 [0.88 ± 0.99] 0.014
Overweight and obese 794 47.5 264 45.4 15 30.0 1073 46.6
Total 1671 100.0 581 100.0 50 100.0 2302 100.0
Lean 877 59.4 317 60.4 35 71.4 1229 59.9 0.95 [0.90 ± 1.01] 0.095
Obese 600 40.6 208 39.6 14 28.6 822 40.1
Total 1477 100.0 525 100.0 49 100.0 2051 100.0
Lean is defined as BMI below 1.23 SDS, overweight as BMI between 1.23 and 1.88 SDS, obese as BMI above 1.88 SDS; OR is odds ratio with 
95% confidence interval given in square brackets; p and OR are given after logistic regression for binary obesity ± overweight in the additive 
mode of inheritance, adjusted to age, sex and pubertal stage.
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Zhang et al. investigated the interactions of common CNVs 
and dietary behavior in children using the AccuCopy® 
assay (Genesky BioTech, Shanghai, China), similar to our 
multiplex reaction, but focused on other gene loci [37]. 
They found three loci to be significantly associated with 
obesity (10q11.22, 4q25 and 11q11). Interestingly in this 
study, a meat diet increased the odds ratio (OR) of obesity 
for one deletion, while for another deletion and duplica-
tion this was done by salty food – showing complex mul-
tiplicative interactions.
We are aware of the limitations posed by the method 
we used: as MLPA probes cover only a part of the gene, 
short regions which might contain CNV remain unexam-
ined, as well as SNPs causing a gain or loss of function 
are usually not detectable with MLPA. Also the use of 
predesigned probes in commercial kits limits the selec-
tion of genes. Genes that are both associated with obesity 
and interact with the hypothalamic regulation of energy 
intake like PCKS1 [38] (that performs the proteolytic cleav-
age of POMC) [39] and MRAP2 (that enhances cAMP sign-
aling through MC4R) [40] are interesting candidates for 
further CNV studies. Furthermore, we acknowledge the 
number of examined patients is rather low and larger 
cohorts (n > 1000) would be desirable to increase the odds 
of detecting CNVs associated with severe obesity.
In addition to this, SNPs like rs3734354/5 can influ-
ence the binding characteristics of the MLPA-probe to 
deliver a false result. As we found rs3734354 altered in 
>25% of our extremely obese children, we wanted to 
further evaluate its effects in a larger cohort of obese chil-
dren compared to lean control children. In our extended 
cohort of 2305 children we verified an association of 
rs3734354 with BMI-SDS (p = 0.003; B = −0.06). Carriers of 
the rare “AA” variant were not only less prone to obesity 
but also had a lower height (height SDS: B = −0.04, 
p = 0.04). Yet no associations with other parameters of 
obesity or metabolic deregulation were found, neither 
did different variants of the SNP influence blood pressure 
nor show interaction with a specific diet. It is, however, 
noteworthy that according to our data the minor allele of 
rs3734354 is protective from obesity in our cohort of chil-
dren. In previous studies the effects of rs3734354/5 were 
either inconclusive or contrary: a study on 3.479 adults 
found rs3734354 associated with higher BMI [41] while 
Ghoussaini et al. performed an analysis on 3.248 obese 
and lean adults and children (mean age 11 and 41, 
Table 4: Metabolic characteristics stratified for the gene variants of rs3734354 (±SEM) and according effect sizes and p-values.
rs3734354   n  CC (n = 1673)  AC (n = 582)  AA (n = 50)  β  p-Value
Parameters of obesity
 BMI-SDS   2302  1.01 ± 0.04  1 ± 0.06  0.37 ± 0.22  −0.06  0.003
 Sex   2305  0.49 ± 0.01  0.48 ± 0.02  0.44 ± 0.07  −0.02  0.35
 Age   2305  11.33 ± 0.08  11.33 ± 0.14  11.39 ± 0.53  0.007  0.59
 Height SDS   2300  0.34 ± 0.03  0.37 ± 0.05  −0.05 ± 0.17  −0.04  0.04
 Waist-to-hip ratio   2024  0.85 ± 0.002  0.85 ± 0.004  0.85 ± 0.02  0.01  0.58
 Pubertal state   2280  2.53 ± 0.04  2.53 ± 0.07  2.48 ± 0.25  −0.008  0.53
 Birth weight, g   1054  3387 ± 24  3455 ± 39  3289 ± 174  −0.001  0.97
 Leptin   730  22 ± 0.7  24 ± 1.5  21 ± 4.1  −0.003  0.93
Insulin homeostasis
 FBG, mmol/L   778  4.66 ± 0.02  4.59 ± 0.04  4.56 ± 0.1  −0.03  0.36
 120 min BG, mmol/L   916  5.96 ± 0.04  6.05 ± 0.09  5.44 ± 0.23  −0.05  0.16
 FPI, pmol/L   765  133 ± 7  137 ± 14  111 ± 23  −0.01  0.71
 120 min Insulin, pmol/L   898  636 ± 30  765 ± 71  482 ± 106  −0.008  0.8
 HOMA   903  2.87 ± 0.1  2.9 ± 0.15  2.49 ± 0.47  −0.02  0.57
 HbA1c   821  5.37 ± 0.01  5.42 ± 0.02  5.46 ± 0.07  0.04  0.23
RR
 Systolic RR SDS, mmHg   2180  0.95 ± 0.03  0.93 ± 0.05  0.67 ± 0.19  −0.03  0.14
 Diastolic RR SDS, mmHg   2180  0.6 ± 0.02  0.64 ± 0.03  0.53 ± 0.13  −0.004  0.84
Food intake
 Energy, kcal   153  2065 ± 51  2056 ± 81  1659 ± 754  −0.05  0.51
 Protein, g   153  71 ± 1.9  70 ± 3.2  50 ± 25.1  −0.08  0.28
 Fat, g   153  81 ± 2.5  80 ± 4  59 ± 17.6  −0.07  0.37
 Carbohydrates, g   153  254 ± 7  254 ± 11  225 ± 118  −0.02  0.83
 Fiber, g   153  16.78 ± 0.5  17.64 ± 1.23  15.49 ± 4.86  0.02  0.84
All data is adjusted to age, sex and pubertal state. β is non-standardized per-allele beta (SE) in the additive model and refers to the major 
allele. FBG, fasting blood glucose; BG, blood glucose; FPI, fasting plasma insulin; HOMA, homeostatic model assessment; RR, blood pressure.
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respectively) detecting a nominal association (p = 0.01) 
with parameters of obesity [42]. A study in Pima Indians 
found rs3734354/5 not to be associated with BMI [43]. 
Other rare as well as common variants in SIM1 have been 
discovered as important risk factors for obesity [44, 45] 
underlining the significance of SIM1 in energy homeosta-
sis. It has been discussed that the incoherent association 
with BMI described above is age dependent and may not 
become apparent “until well into middle age” [41]. Our 
data suggest that variations of rs3734354 interact with 
obesity of early-onset type in children and have meas-
urable effects at an early age already. The pathomecha-
nism of these interactions is mostly unknown. It remains 
unclear why adult carriers of the rs3734354 minor allele 
develop a higher BMI, whereas in children it seems to be 
protective from obesity. In their previously mentioned 
study Swarbrick et  al. could show that rs3734354/5 can 
impair SIM1’s ability to activate target gene transcription 
[41]. In mice SIM1 itself was found to be expressed in the 
paraventricular and supraoptic nuclei, the amygdala and 
lateral hypothalamus [46], areas broadly associated with 
regulation of energy balance. It is likely that SIM1 regu-
lates the expression of specific peptides like corticotro-
pin-releasing hormone (CRH), oxytocin or somatostatin 
in the paraventricular nuclei and thus modulate feeding 
and fasting. This process as well as the transcription acti-
vation of target genes needs better understanding.
We found rs3734354 to interfere with one SIM1 MLPA 
probe on exon 9 causing a non-ligation pretending a dele-
tion. MRC-Holland updated specifications of the used kit 
number 220 and later removed the concerned probe. As our 
study was performed with children, it has to be taken into 
account that a variant-effect can manifest in later stages of 
life and is possibly modified by gene-environment inter-
actions – therefore not being detectable or being only 
detectable with advanced stages of disease, which are less 
prevalent in children. Also our study was carried out in a 
cohort enriched in obesity cases compared to the general 
pediatric population. Studying a secondary outcome in a 
population ascertained for a primary outcome can intro-
duce a bias in the estimation of the effect.
In summary, we were unable to find CNVs in well-
established obesity genes POMC, LEP, LEPR, MC4R, MC3R 
and SIM1 in our modest sample of severely obese children. 
Nevertheless, we found an association of rs3734354 with 
obesity of early-onset type in children, although not with 
obesity-related traits.
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Abstract
Objective: Recent genome-wide association studies identified novel candidate genes for fasting and 2 h blood glucose and
insulin levels in adults. We investigated the role of four of these loci (ADCY5, GIPR, GCKR and VPS13C) in early impairment of
glucose and insulin metabolism in children.
Research Design and Methods: We genotyped four variants (rs2877716; rs1260326; rs10423928; rs17271305) in 638
Caucasian children with detailed metabolic testing including an oGTT and assessed associations with measures of glucose
and insulin metabolism (including fasting blood glucose, insulin levels and insulin sensitivity/secretion indices) by linear
regression analyses adjusted for age, sex, BMI-SDS and pubertal stage.
Results: The major allele (C) of rs2877716 (ADCY5) was nominally associated with decreased fasting plasma insulin (P=0.008),
peak insulin (P=0.009) and increased QUICKI (P=0.016) andMatsuda insulin sensitivity index (P=0.013). rs17271305 (VPS13C) was
nominally associated with 2 h blood glucose (P=0.009), but not with any of the insulin or insulin sensitivity parameters. We found
no association of the GIPR and GCKR variants with parameters of glucose and insulin metabolism. None of the variants correlated
with anthropometric traits such as height, WHR or BMI-SDS, which excluded potential underlying associations with obesity.
Conclusions: Our data on obese children indicate effects of genetic variation within ADCY5 in early impairment of insulin
metabolism and VPS13C in early impairment of blood glucose homeostasis.
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Introduction
Although obesity is the most important risk factor for disorders of
glucose metabolism such as type 2 diabetes (T2D), the risk for those
metabolic disorders is modified by an individual’s genetic pre-
disposition. Recent genome wide association studies (GWAS) have
identified several genetic loci associated with fasting blood glucose
(FBG), 2 h blood glucose (BG) and insulin secretion in adults [1,2].
In a meta analysis of GWAS on 2 h BG after an oral glucose
challenge, three novel loci (GIPR, ADCY5 and VPS13C) have
emerged to be of highest significance and potential importance in
adults (2). Of the previously known genes associated with type 2
diabetes (T2D), variants in GCKR and TCF7L2 were confirmed to
be associated with 2 h BG [2]. However, most of these and sub-
sequent replication studies were performed in adults. Since children
are much less biased by comorbidities and their medication, and
considering that the exposure to environmental factors, particularly
obesity, is much shorter, they are an attractive population for
identifying primary genetic determinants controlling complex
polygenic traits.
We previously showed that diabetes susceptibility variants
in TCF7L2 were associated with early impairment of glucose
tolerance in children before they develop overt diabetes [3]. Here,
we aimed to elucidate the role of four new recently identified loci
(GCKR, GIPR, ADCY5 and VPS13C) in early impairment of glucose
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Cohort design. We recruited 571 Caucasian children and
adolescents from our obesity clinic (Leipzig, Germany) with a
BMI$1.23 SDS (standard deviation score). This cohort included
61 overweight (1.88 SDS$BMI$1.23 SDS) subjects. In addi-
tion, we included 67 healthy lean controls from our Leipzig
Atherobesity Childhood cohort [4]. We excluded participants with
antidiabetic medications (metformin) prior to analysis. Height was
measured to the nearest of 0.1 cm and weight to the nearest of
0.1 kg using a digital scale. Body mass index (BMI) data were
standardized to age and sex of the children applying German
reference data [5], and is given as BMI standard deviation score
(SDS). Demographic characteristics of the study cohort are given
in Table 1. Blood lipids, glucose and insulin were measured by a
certified laboratory applying standard clinical biochemistry
methods.
We performed a comprehensive metabolic work-up, including
lipid profiles, an oral glucose tolerance test (oGTT) and blood
pressure measurements in all children. For oGTT, blood samples
were collected at 0, 30, 60, 90 and 120 minutes after the glucose
load of 1.75 g per kg body weight (maximum of 75 g glucose). We
calculated several insulin sensitivity and resistance indices to assess
glucose homeostasis in children (precise equations are given in
Method S1). The prevalence of impaired FBG was 9.0% and the
prevalence of impaired glucose tolerance was 15.3% in our
sample.
Genotyping. Four variants (rs2877716, rs1260326, rs10423928,
rs17271305) were genotyped using TaqMan allelic discrimination
assays (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) on ABI PRISM
7500 sequence detector (Applied Biosystems). Genotyping repro-
ducibility was assessed with a random 5% selection of the samples,
which were re-genotyped for all variants and we obtained 100%
concordance.
Statistical analyses. We performed logarithmic trans-
formation with logarithmus naturalis (ln) for measures that were
not normally distributed. To test for associations of genetic
variants with quantitative traits of metabolic and anthropometric
characteristics we applied generalized linear regression models
under the additive mode of inheritance adjusted for age, sex,
pubertal stage and BMI SDS. Pubertal stage is clinically assessed
by Tanner stage ranging from PH1 ( = prepubertal) to PH5
( = adolescent, puberty completed). Hence, we regarded the PH as
an ordinal variable.
A P-value,0.05 was considered to provide nominal evidence for
association. Considering four SNPs and two traits (glucose, insulin)
being analysed, a P-value,0.00625 would indicate significance
after Bonferroni corrections for multiple testing. Power calcula-
tions for BMI SDS and metabolic traits for all SNPs are given in
Supplementary Table S1.
Statistical analyses were performed using the SPSS software
package (version 18.0) (SPSS, Inc., Chicago, IL).
Results
We evaluated associations of the four variants (minor allele
frequency) rs2877716 (0.21), rs1260326 (0.40), rs10423928 (0.22),
rs17271305 (0.37) in 638 children. Genotyped allelic frequencies
were consistent with Hardy-Weinberg equilibrium for all variants.
Data on metabolic traits stratified by genotypes are given in
Table 2.
Association of genotypes with parameters of obesity
We did not observe a significant association of any of the
variants with BMI SDS or other surrogate markers of obesity such
as skinfold or WHR (all P.0.2) (Table 3). Also, there was no
association with birth weight. Results were concordant irrespective
of the genetic model (additive/dominant) applied.
Association of genotypes with insulin and glucose traits
The C-allele in rs2877716 (ADCY5) was nominally associated
with parameters of insulin secretion and insulin resistance, such as
a lower fasting plasma insulin, peak insulin (Fig. 1A), HOMA-B
and a higher QUICKI and ISI (Fig. 1C), but showed no impact on
blood glucose parameters (Fig. 1B) (Table 1). The associations
were preserved after additional adjustment for BMI-SDS and
hence independent of obesity (Table 3).
The A-allele in rs17271305 (VPS13C) was significantly associ-
ated with a lower 2 h BG (Fig. 1B). Again, after adjustment for
BMI SDS, the association became weaker but remained nominal
(Table 3).
Plotting the genotype stratified response to oral glucose
illustrated the association of rs2877716 (ADCY5) with insulin
response, while for rs17271305 (VPS13C) the glucose response was
different according to genotype (Fig. 1D+E).
The variants in GIPR and GCKR did not show any significant
association with insulin and glucose or with insulin resistance/
sensitivity indices (Table 3).
We did not find any significant relationships between any of the
variants and cholesterol levels, liver enzymes or serum leptin
concentrations.
Discussion
In this study we show a nominal association of rs2877716
(ADCY5) with insulin secretion and of rs17271305 (VPS13C) with
2 h BG in children. Other variants previously associated with
glucose homeostasis in adults were, however, not associated with
parameters of glucose or insulin metabolism in children.
To our knowledge these results are the first data shown for
children. Our finding in a cohort with a mean age of 11.5 years
and hence shorter exposure to obesity and other adverse (life style)
factors, supports a role of ADCY5 in the pathophysiology of insulin
resistance, independent of obesity. The biological function of
adenylate cyclase 5 is diverse. It is a member of the adenylate
cyclase family, which consists of twelve domain transmembrane
proteins that catalyzes the conversion of ATP to cyclic AMP, the
second messenger for G protein coupled receptors. The ADCY
isoform 5 has been described to mediate renin release [6],
influence heart rate [7] and interact with dopamine homeostasis in
the central nervous system [8], hence particularly affecting
endocrine/metabolic and cardiovascular signaling. Adjusting
analyses for BMI SDS somewhat diminished the magnitude of
the effect; although it was still significant. Considering the strong
impact of obesity on insulin metabolism, an additional contribu-
tion of BMI to hyperinsulinemia may be possible. It is well known
that children go through a phase of (physiological) insulin
Table 1. Demographic characteristics of study population.
Variable Mean±SD
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Table 2. Metabolic characteristics stratified for the gene variants.
rs2877716 (ADCY5) rs1260326 (GCKR) rs10423928 (GIPR) rs17271305 (VPS13C)
CC (61.7%) CT (33.3%) TT (5%) CC (36.8%) CT (47.3%) TT (14.9%) TT (60%) AT (34.1%) AA (5.2%) AA (40.8%) AG (43.5%) GG (13.6%)
BMI SDS 2.2360.05 2.3460.07 2.2860.21 2.2660.07 2.2260.06 2.3460.11 2.2260.06 2.360.07 2.3860.16 2.2860.07 2.2560.06 2.3360.1
FBG 4.660.02 4.660.03 4.760.1 4.660.03 4.660.03 4.660.05 4.660.03 4.660.03 4.660.1 4.660.03 4.660.03 4.660.05
BG (2 h) 5.860.05 5.860.07 5.560.2 5.860.06 5.860.06 5.760.1 5.760.05 5.960.06 5.560.2 5.760.06 5.860.06 660.1
BG AUC 73367 73969 698627 72969 73367 736611 73467 73668 695628 72868 73268 751613
FPIa 7762 8463 96612 8063 7963 8265 8063 7963 93610 8163 8063 7965
Insulin Peaka 933634 1018650 10756111 974643 936638 1018681 982636 955646 9176105 988649 955638 971667
Insulin AUCa 6874362663 7379363563 7448467987 7049763345 6792462795 7732266452 7181862605 6961963717 6669968492 7247063700 6927562805 7063065342
HOMA-Ira 2.260.07 2.460.1 2.860.4 2.360.1 2.360.08 2.460.2 2.360.08 2.360.1 2.760.3 2.460.1 2.360.09 2.360.2
HOMA-Ba 3206125 244614 314655 210612 207616 273638 215614 4646227 159680 4296202 203615 238623
QUICKIa 0.460.002 0.360.002 0.360.006 0.460.002 0.460.002 0.360.004 0.460.002 0.460.003 0.360.005 0.460.002 0.460.002 0.360.004
ISIa 6.160.2 5.260.2 4.860.5 5.760.3 5.960.2 5.560.4 5.760.2 660.3 4.760.4 5.860.2 5.860.2 5.560.4
Belfiorea 0.660.02 0.660.02 0.560.05 0.660.02 0.660.02 0.660.03 0.660.02 0.660.02 0.660.05 0.660.02 0.660.02 0.660.04
Gutta 5861 72615 68610 70613 5961 6364 5961 73614 5763 5861 69610 6265
Stumvoll 20.360.004 20.360.007 20.360.01 20.360.006 20.360.005 20.360.009 20.360.005 20.360.006 20.360.01 20.360.005 20.360.006 20.360.01
IGIa 4967 4765 6168 5064 4969 4763 5467 4066 5066 4662 4064 86631
Ratio AUCBG/AUCInsulin 9564 9864 102610 9765 9364 10167 9864 9465 92610 9865 9664 9266
Data are given for each individual genotype as means 6 SEM. FBG: Fasting blood glucose (mmol/l); BG: blood glucose; FPI: fasting plasma insulin (pmol/L); AUC: Area under the curve; for a detailed description of the Insulin



















































resistance during mid-puberty [9]. We have, therefore, adjusted
our analyses for pubertal stage in addition to age and the observed
associations are hence unbiased by this phenomenon.
Interestingly, variants in ADCY5 were also found to be
associated with birth weight and fetal growth [10]. Since lower
birth weight itself is a risk factor for type 2 diabetes [11], an
interaction of rs2877716 with birth weight and glucose homeo-
stasis could be hypothesized. We did, however, not observe any
relationship between rs2877716 genotype and birth weight or with
current BMI or other obesity measures in our cohort. Therefore,
the association of rs2877716 with insulin secretion does not appear
to be secondary to an underlying association of rs2877716 with
birth weight or with obesity. Also, the analysis of the association of
rs2877716 with insulin secretion parameters in the lean subcohort
did reveal significant association, although we are aware of the
limited sample size not allowing conclusive evidence from this
subcohort.
Our data show that presence of the C-allele in rs2877716 results
in lower glucose stimulated plasma insulin and consequently on
insulin derived indices. This does, however, not lead to higher
blood glucose implicating that glucose homeostasis in these
children still being preserved. We can, however, not explain the
U-shaped distribution of phenotypes for the HOMA-B. However,
the other parameters (e.g. HOMA-IR, insulin levels) show
increasing values with the number of minor (T-) alleles indicating
that the C-allele is associated with decreased peak insulin and
better insulin sensitivity. In previous studies in adults the effects of
rs2877716 was consistent with our data. Dupuis et al. showed the
same effect for rs11708067, which is in 95% Linkage disequilib-
rium with rs2877716, and described a nominal association of the
major allele with a lower fasting insulin and with higher 2 h BG [1].
The sequence of events of obesity with subsequent insulin
resistance and consequently hyperinsulinemia is understood in that
increased post-challenge glucose levels result from the deviation of
the hyperbolic relationship between insulin sensitivity and insulin
plasma levels and is hence a sign of decompensation of b-cell
function [12,13]. While there is a gradual but continuous decline
in b-cell function, glucose levels rise relatively late in this
pathologic process. Hence, considering that children represent
an earlier stage of pathology, it is not entirely unexpected, that we
do see a change in insulin levels, while glucose levels are still
relatively preserved. Hence, the association of the ADCY5 SNP
may still be related to the complex glucose-insulin-pathophysiol-
ogy, but not exclusively to glucose levels (as concluded from adult
studies).
Ingelsson et al. performed a detailed characterization with
discrimination of insulin processing, secretion and sensitivity [14].
Their results indicate that GIPR is associated with a lower insulin
secretion (represented by insulinogenic index), GCKR with a
reduced insulin sensitivity (represented by Stumvoll, Matsuda and
Belfiore indices), while VPS13C was only modestly associated with
higher proinsulin levels and ADCY5 did not show any obvious
effect on insulin sensitivity or secretion in adults.
A common assumption is that children, unlike adults, are less
influenced by prolonged exposure to environmental factors and
obesity related comorbidities and therefore allow discriminating
primary genetic determinants assumed to effect complex polygenic
diseases like obesity. Nevertheless, the variant-effect may manifest
in later stages of life, potentially additionally modified by gene-
environment interactions [15], or may be detectable only with
advanced stages of disease, which are less prevalent in children.
In consequence, obese children present with earlier stages of
Table 3. Effect sizes and P values for metabolic parameters according to genotype.
rs2877716 (ADCY5) rs1260326 (GCKR) rs10423928 (GIPR) rs17271305 (VPS13C)
Beta1 P1 Beta2 P2 Beta1 P1 Beta2 P2 Beta1 P1 Beta2 P2 Beta1 P1 Beta2 P2
BMI SDS 20.1 0.162 20.02 0.701 20.08 0.238 20.03 0.681
FBG ,0.01 0.932 ,0.01 0.963 0.02 0.443 0.02 0.426 0.03 0.369 0.03 0.314 ,0.01 0.944 ,0.01 0.928
BG (2 h) 0.06 0.400 0.08 0.245 0.03 0.662 0.03 0.588 20.01 0.897 0.01 0.903 20.16 0.009 20.15 0.009
BG AUC 5.16 0.554 7 0.419 24.41 0.562 24.27 0.570 6.9 0.428 8.42 0.329 28.35 0.269 28.26 0.270
FPIa 20.1 0.008 20.08 0.024 20.01 0.664 20.01 0.769 20.05 0.246 20.03 0.384 0.01 0.667 0.02 0.527
Insulin Peaka 20.11 0.009 20.09 0.023 ,0.01 0.980 0.01 0.884 0.02 0.710 0.03 0.466 0.01 0.770 0.01 0.691
Insulin AUCa 20.09 0.034 20.07 0.075 20.01 0.709 20.01 0.742 0.03 0.471 0.05 0.255 0.02 0.551 0.03 0.452
HOMA-Ira 20.1 0.015 20.08 0.043 20.01 0.775 20.01 0.864 20.04 0.352 20.02 0.510 0.02 0.653 0.02 0.538
HOMA-Ba 20.14 0.004 20.12 0.010 20.04 0.324 20.03 0.355 20.08 0.098 20.07 0.126 0.02 0.552 0.03 0.473
QUICKIa 0.02 0.016 0.01 0.045 ,0.01 0.766 ,0.01 0.854 0.01 0.342 ,0.01 0.497 ,0.01 0.693 ,0.01 0.575
ISIa 0.1 0.013 0.08 0.035 0.02 0.633 0.01 0.701 0.02 0.651 0.01 0.871 20.01 0.860 20.01 0.757
Belfiorea 0.07 0.081 0.06 0.164 0.04 0.320 0.03 0.357 20.03 0.540 20.04 0.333 20.01 0.718 20.02 0.629
Gutta 20.01 0.641 20.02 0.386 20.01 0.548 20.01 0.463 20.01 0.619 20.02 0.434 20.01 0.641 20.01 0.545
Stumvoll ,0.01 0.746 ,0.01 0.459 ,0.01 0.931 ,0.01 0.927 ,0.01 0.651 ,0.01 0.982 0.01 0.324 0.01 0.355
IGIa 20.1 0.050 20.08 0.093 ,0.01 0.956 ,0.01 0.958 0.03 0.484 0.05 0.334 20.03 0.535 20.03 0.542
Ratio AUCBG/AUCInsulin
a 20.08 0.043 20.07 0.086 20.01 0.820 20.01 0.815 0.03 0.456 0.04 0.280 0.03 0.390 0.03 0.320
All data is adjusted to age, sex and pubertal state. Beta is non-standardized per-allele beta (SE) in the additive model and refers to the major allele. FBG: Fasting blood
glucose (mmol/l); BG: blood glucose; FPI: fasting plasma insulin (pmol/L); AUC: Area under the curve; For a detailed description of the Insulin resistance and –sensitivity
indices see Method S1.
1adjusted for age, sex and pubertal stage;
2adjusted for age, sex, pubertal stage and BMI SDS;
afor non-normally distributed variables, data were log-transformed.
doi:10.1371/journal.pone.0022101.t003
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metabolic derangement and the increase in insulin levels precedes
the deterioration of blood glucose allostasis [16]. Nevertheless,
considering our observed associations with insulin parameters and
that insulin parameters are the first to be affected in obese
children, one may conclude that rs2877716 is affecting insulin
secretion and/or resistance at an early stage.
The variant in the VPS13C gene showed a nominal association
with blood glucose, but unexpectedly no association with insulin
secretion or indices of insulin resistance. The family of VPS13C
plays a role in transport of membrane proteins between trans-
Golgi network and the prevacuolar compartment [17] and is
highly expressed in beta cells [2]. However, the precise function of
VPS13C is unknown. Saxena et al. found rs17271305 to be
associated with 2 h BG and lower 2 h insulin, but not with T2D.
We were able to replicate the association with 2 h BG already in
children. Also similar to adults, the insulin response to oral glucose
was not different between carriers of the risk allele and wild types.
Finally, we did not detect any effect of variants in GIPR or
GCKR with glucose metabolism in this pediatric study. Again, we
may speculate that this lack of significance is due to the less
prevalent overt phenotype in children, or that the effect of these
variants is not as strong as other genes.
We are aware that our study has several limitations. Even
though we did achieve nominal associations for the SNPs in
ADCY5 and VPS13C, when each SNP and trait was considered
separately, the association would not withstand correction for
Bonferroni multiple testing with a P value of 0.00625 as a
threshold of statistical significance. This is most likely due to the
small sample size. Given the observed allele frequencies for the
respective SNPs, we achieved 80% statistical power to detect effect
sizes ranging from 0.077 to 0.09 for FBG and from 0.16 to
0.19 mmol/L for 2 h BG in the additive model. We may,
therefore, have missed associations for smaller effects. In the paper
by Saxena et al. [2], the observed effect size was 0.09 mmol/L per
allele for 2 h BG for ADCY5, which is indeed beyond the limit that
we were able to detect in our cohort, and which may partially
explain why we see nominal positive associations for only few insulin
and glucose determinants. Nevertheless, considering the observed
associations with insulin parameters and that insulin parameters are
the first to be affected in obese children, one may conclude that this
SNP is affecting insulin secretion and/or resistance at an early stage.
It is also noteworthy that consistent with the discovery GWAS [1,2]
suggesting additive mode of inheritance for the allele affects, we
applied the same model in our analyses despite the small number of
homozygous subjects for the minor alleles e.g. at ADCY5 and GIPR.
In summary, we provide evidence that in children genetic
variations within ADCY5 and VPS13C contribute to early impair-
ment of insulin metabolism and early impairment of blood glucose
homeostasis, respectively.
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Figure 1. Association of rs2877716 (ADCY5) and rs17271305 (VPS13C) risk alleles with metabolic parameters. Peak insulin (A), 2 h blood
glucose (B) and Matsuda insulin sensitivity index (C) are given for respective genotypes of rs2877716 (left) and rs17271305 (right). Dynamic course of
insulin (D) and blood glucose (E) are given for carriers of the risk allele and wild types as indicated. The effects determined by oral glucose tolerance
test were evaluated using generalized linear regression models applying the additive model of inheritance as indicated. The analysis was adjusted for
age, sex and pubertal stage. Data are shown as mean6SEM.
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Adipositas und Typ-2-Diabetes entwickeln sich in pathophysiologisch engem Zusammenhang. 
Der sich ausbildende Phänotyp ist bei beiden Erkrankungen in einem hohen Maß genetisch 
determiniert. Bei der Adipositas erklären die bisherigen Untersuchungen zu genetischen 
Varianten jedoch nur einen Bruchteil dieser Determinanz. Die Lücke könnte durch CNVs 
(Veränderungen der Kopienzahl von DNA-Abschnitten) geschlossen werden.  
Wir untersuchten unsere Kohorte von 194 schwer adipösen Kindern auf Veränderungen der 
Kopienzahl in Genen der Leptin-Melanocortin-Achse. Dazu verwendeten wir ein etabliertes 
und kommerziell erhältliches Reaktionskit, dessen Nukleotid-Sonden an Exons bestimmter 
Gene binden und anschließend in einer PCR amplifiziert werden. Die Anzahl der Amplikons 
erlaubt so Rückschlüsse auf die Anzahl der Genkopien. In den dabei überprüften Abschnitten 
von MC4R, MC3R, MC2R, LEPR, Leptin oder POMC fand sich keine Veränderung der 
Kopienzahl. Eine Sonde des verwendeten Kits lieferte ein Signal, das in insgesamt 49 Fällen 
dem Verlust einer Kopie im Exon 9 von SIM1 und in drei Fällen einer vollständigen, 
homozygoten Deletion des Exons entsprach. Wir versuchten das Ergebnis mit einer PCR des 
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betroffenen Exons zu replizieren, konnten jedoch keine Veränderungen in der Länge der 
Amplikons nachweisen. Nach Sequenzierung des DNA-Abschnitts bei den betroffenen Kindern 
fanden wir im Bereich der Bindungsstelle der MLPA-Sonde einen bekannten SNP (rs3734354), 
dessen Allel A mit dem Bindungsverhalten der Sonde korrelierte (AA = keine Bindung, AC = 
Bindung an einen Strang). Da unsere Kohorte aus extrem adipösen Kindern bestand, stellte sich 
die Frage, ob bei der auffälligen Allelfrequenz des SNPs dieser mit Parametern der Adipositas 
assoziiert sein könnte. Wir untersuchten daher insgesamt 2.305 Kinder und fanden eine 
Assoziation von rs3734354 mit BMI(-SDS, „Standard deviation score“) und Körpergröße(-
SDS) aber nicht mit anderen Adipositas-Parametern. In Zusammenschau haben Gene der 
Leptin-Melanokortin-Achse in unserer Kohorte keine veränderte Kopienzahl gezeigt, 
vergleichbare Studien liegen nach unserem Wissen nicht vor. Einzig beim chinesischen 
Hausrind konnte bisher eine Veränderung der Kopienzahl im LEPR-Gen nachgewiesen 
werden[83]. In SIM1-Sequenzen konnten wir ebenfalls keine CNVs nachweisen, inzwischen 
veröffentlichte Studien an Prader-Willi-Patienten kommen zu einem übereinstimmenden 
Ergebnis[84].  
Zhang et al. fanden bei chinesischen Kindern mit einem ähnlichen Verfahren (AccuCopy® 
assay) CNVs in drei anderen Loci (10q11.22, 4q25, 11q11), die mit Adipositas assoziiert 
sind[85]. Der Effekt wurde durch die Art der aufgenommenen Nahrung moduliert. Dies spricht 
für eine komplexe, auch extrazerebrale Regulation der Energiehomöostase. CNVs spielen bei 
der Entwicklung von Übergewicht wahrscheinlich eine bedeutende Rolle, laut unserer Daten 
jedoch nicht in den von uns untersuchten Genen. Obgleich sich das MLPA-Verfahren in 
Vergangenheit bei idiopathischer geistiger Retardierung[86], Autismus[87] und 
Zwangsstörungen[88] zum CNV-Nachweis bewährt hat, sollten bei zukünftigen Arbeiten die 
hier gezeigten Schwächen der Methode beachtet werden: Neben der eingangs beschriebenen 
Beschränkung auf kurze DNA-Sequenzen die mit den MLPA-Sonden abgedeckt werden, 
können Polymorphismen wie z.B. rs3734354 das Bindungsverhalten der Sonden beeinflussen. 
Nach bekanntwerden passte MCR-Holland seine Produktinformationen an, um schließlich die 
betroffenen Sonde vollständig zu ersetzen. 
Unsere Daten zeigen zum ersten Mal eine Assoziation von rs3734354 (SIM1) mit dem BMI(-
SDS) bei Kindern. Interessanterweise hatten Träger des Minorallels „AA“ einen kleineren 
BMI(-SDS) und eine geringere Körpergröße(-SDS) als die Träger des Majorallels „CC“, der 
SNP scheint also protektiv auf die Entwicklung einer Adipositas zu wirken. Ähnliche Studien 
an Erwachsenen zeigten entweder keine oder eine pathogene Wirkung desselben[89][90][91]. 
Die Altersabhängigkeit dieser unterschiedlichen Effekte wurde auch von Swarbrick et al 
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beobachtet[89]. Die Autoren fanden außerdem heraus, dass der SNP die Fähigkeit von SIM1 
zur Gentranskription von Peptiden wie z.B. Corticotropin-releasing hormone, Oxytocin oder 
Somatostatin beeinträchtigen kann - der zugrundeliegende Pathomechanismus bleibt jedoch 
unbekannt. Unsere Arbeit unterstreicht in Übereinstimmung mit vorangegangenen 
Studien[92][93] die Bedeutung von SIM1 bei der Entwicklung der Adipositas und zeigt, dass 
weitere Forschung zum Verständnis dieser Rolle notwendig ist. 
Weiterführend und im Kontext der eingangs beschriebenen „Diabesitas“, untersuchten wir 
Polymorphismen in vier Kandidatengenen aus genomweiten Assoziationsstudien auf 
Assoziationen mit Parametern des Typ-2-Diabetes. Unsere Daten zeigen erstmals in einer 
Kohorte von Kindern, dass Polymorphismen in ADCY5 und VPS13C mit gestörtem 
Insulinmetabolismus, respektive gestörter Glukosehomöostase assoziiert sind. rs2877716 in 
ADCY5 führte zur verminderten Sekretion von Insulin, zeigte jedoch keine Wirkung auf den 
Blutzucker. Analog fanden Dupuis et al., dass das Minorallel in rs11708067 (in 95% Linkage 
disequilibrium mit rs2877716) mit vermindertem Plasmainsulin und zusätzlich mit erhöhtem 
2h Blutglukosespiegel einhergeht[94]. rs17271305 in VPS13C präsentierte das umgekehrte 
Verhalten und war mit einem höheren Nüchternblutzucker assoziiert, der Insulinspiegel blieb 
unbeeinflusst. Dieses Ergebnis konnte von Grarup et al. in einer Kohorte mit 5.722 
Erwachsenen repliziert werden[95].  
Wir sahen beim Polymorphismus in ADCY5 eine verminderte Insulinsekretion bei noch 
erhaltener Glukoseregulation. Erklärend dafür könnte der zeitlich unterschiedliche Rahmen von 
zwei Prozessen sein: Erstens die multifaktorielle und langfristige Entstehung des Typ-2-
Diabetes an dessen Ende eine eingeschränkte Funktion der Beta-Zellen steht, noch bevor es zu 
einer messbaren Hyperglykämie kommt[96]. Und zweitens die physiologische Insulinresistenz, 
die Kinder während der Pubertät entwickeln [97] (wir adjustierten unsere Daten auf das 
Pubertätsstadium nach Tanner, Alter und Geschlecht).  
Die Polymorphismen in GIPR und GCKR zeigten keine Assoziationen mit Parametern des Typ-
2-Diabetes. In vorhergehenden Studien an Erwachsenen ging der SNP in GIPR mit 
verminderter Insulinsekretion und jener in GCKR mit verminderter Insulinsensitivität einher 
[98]. Auch hier wurde der Effekt durch die Art der aufgenommenen Nahrung moduliert [99] 
und beeinflusste zusätzlich bei rs1260326 (GCKR) den Triglyzeridspiegel [100].  Diese 
vielfältigen, uneinheitlichen und altersabhängigen Effekte unterstreichen die komplexe 
Regulation der Glucose- und Insulinhomöostase. 
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Die Aussagekraft unserer Daten wird durch mehrere Punkte eingeschränkt: Wir untersuchten 
den Genotyp von insgesamt 638 Kindern aus Assoziationen mit Typ-2-Diabetes, die kleinsten 
Effekte die wir bei angenommener 80%er statistischer Power damit z.B. bei rs2877716 
detektieren können, sind ein Wert von 0.077 mmol/l beim Nüchternblutzucker und von 
0.16 mmol/l beim 2h Blutzucker. In der Tat waren die von Saxena et al. gemessenen 
Effektgrößen für den 2h Blutzucker mit 0.09 mmol/l unterhalb der von uns detektierbaren 
Grenze[66], dies könnte erklären warum wir in unserer Kohorte keinen Einfluss des 
Polymorphismus auf die Glukosehomöostase feststellten. Zusammenfassend bestätigten wir, 
dass komplexe Erkrankungen wie Adipositas und Typ-2-Diabetes nicht auf einzelne Genloci 
beschränkt sind, sondern komplexe Interaktionen vieler Peptide beinhalten, die sich 
altersabhängig entwickeln können.  
Wir konnten zeigen, dass SIM1 einen Beitrag zur Entwicklung der Adipositas leistet und dass 
ADCY5 und VPS13C bei der Ausbildung des Typ-2-Diabetes assoziierten Phänotyps 
mitwirken. Die von uns gemessenen Effekte der Varianten sind jedoch gering, sodass die 
eingangs beschriebene Diskrepanz zwischen der Heritabilität und den bisher gefundenen 
Genveränderungen bestehen bleibt. Weitere Studien zur Interaktion der vorgestellten Peptide 
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Abbildung 4: Der dargestellte “heat chart” zeigt die gemessene relative Anzahl der Amplikons nach 
Normalisierung. Auf der y-Achse sind alle untersuchten Patienten abgetragen, auf der x-Achse finden sich die 
MLPA Sonden und die dazugehörigen Gene. Die Legende auf der rechten Seite zeigt die Zuordnung der relativen 





























































































































































































































































7.1 Supplementary Methods, Publikation 1  
7.1.1 Supplementary Methods: Calculation of Insulinresistance-Indices 
HOMA-B (Homeostasis Model Assessment – Beta-Cell Function) (1) 
(fasting plasma insulin [µU / ml] * 20) / (fasting blood glucose [mmol/l] – 3.5) 
HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment)  (1) 
(fasting blood glucose [mmol/l] * fasting plasma insulin [µU / ml]) / 22.5 
QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) (2) 
1 / (log fasting blood glucose [mmol/l] + log fasting plasma insulin [µU / ml]) 
ISI (Insulinsensitivity-Index) (3) 
10000/SQRT(* fasting plasma insulin [µU / ml] * mean blood glucose [mmol/l] * mean plasma 
insulin [µU / ml]) 
Belfiore-Index (4) 
2/((((0.5* fasting blood glucose [mmol/l]) + 60 min mean blood glucose [mmol/l] +(0.5*120 
min blood glucose [mmol/l]) *(((0.5* fasting plasma insulin [µU / ml]) + 60min plasma insulin 
[µU / ml] + (0.5* 120 min plasma insulin [µU / ml])) / 638) + 1) 
Gutt-Index (5) 
(75000 + (fasting blood glucose [mmol/l] – 120 min blood glucose [mmol/l] * 0.19 * weight 
[kg] / 120) / ((fasting blood glucose [mmol/l]  + 120 min blood glucose [mmol/l] / 2) / 
LOG_10((fasting plasma insulin [µU / ml] + 120 min plasma insulin [µU / ml]) / 2) 
Stumvoll-Index (6) 
0.226-(0.0032 * BMI [kg/m²])-(0.0000645 * 120 min plasma insulin [µU / ml]) - (0.00375 * 
90 min blood glucose [mmol/l]) 
Area-under-the-curve (AUC) (7) 
We computed the Area under the curve using trapezoidal integration at 0, 30, 60, 90, 120 min. 
Area-under-the-curve quotient  (7) 
AUC fasting plasma insulin [pmol/l] /AUC fasting blood glucose [mmol/l] 
Insulinogenic index (IGI) (3) 
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= (30 min plasma insulin – fasting plasma insulin) [µU/ml] / (30 min blood glucose – fasting 
blood glucose) [mmol/l] 
7.1.2 References for Calculation of Insulinresistance-Indices 
1.  Matthews DR, Hosker JP, Rudenski AS, Naylor BA, Treacher DF, Turner RC. 
Homeostasis model assessment: insulin resistance and beta-cell function from fasting plasma 
glucose and insulin concentrations in man. Diabetologia 1985; 28(7):412-419. 
2.  Katz A, Nambi SS, Mather K, Baron AD, Follmann DA, Sullivan G, Quon MJ. 
Quantitative insulin sensitivity check index: a simple, accurate method for assessing insulin 
sensitivity in humans. J Clin Endocrinol Metab 2000; 85(7):2402-2410. 
3.  Matsuda M, DeFronzo RA. Insulin sensitivity indices obtained from oral glucose 
tolerance testing: comparison with the euglycemic insulin clamp. Diabetes Care 1999; 
22(9):1462-1470. 
4.  Belfiore F, Iannello S, Volpicelli G. Insulin sensitivity indices calculated from basal and 
OGTT-induced insulin, glucose, and FFA levels. Mol Genet Metab 1998; 63(2):134-141. 
5.  Gutt M, Davis CL, Spitzer SB, Llabre MM, Kumar M, Czarnecki EM, Schneiderman 
N, Skyler JS, Marks JB. Validation of the insulin sensitivity index (ISI(0,120)): comparison 
with other measures. Diabetes Res Clin Pract 2000; 47(3):177-184. 
6.  Stumvoll M, Mitrakou A, Pimenta W, Jenssen T, Yki-Jarvinen H, Van Haeften T, Renn 
W, Gerich J. Use of the oral glucose tolerance test to assess insulin release and insulin 
sensitivity. Diabetes Care 2000; 23(3):295-301. 
7.  Matthews JN, Altman DG, Campbell MJ, Royston P. Analysis of serial measurements 













BMI SDS 0.76 0.64 0.75 0.64 
FBG (mmol/L) 0.090 0.077 0.089 0.078 
2h BG (mmol/L) 0.19 0.16 0.185 0.16 
BG AUC (mmol/L)2 23.5 19.5 23 20 
FPI (pmol/L) 10.75 9 10.57 9.1 
Insulin Peak (pmol/L) 134 111 132 113 
Insulin AUC (pmol/L)2 10000 8500 10000 8500 
HOMA-IR  0.32 0.27 0.32 0.27 
QUICKI 0.0072 0.006 0.0072 0.0061 
Matsuda-ISI 0.75 0.62 0.74 0.63 





7.2 Supplementary Methods, Publikation 2  
7.2.1 Supplement Table 1: Probes of the MLPA kit P220. Source: MCR-Holland 
Nr. Length (nt) Gene Exon 
1. 130 LEP  Exon 3 
2. 136 SIM1 Exon 1 
3. 142 MC4R Exon 1 
4. 154 SIM1 Exon 1 
5. 160 MC3R Exon 1 
6. 169 SIM1 Exon 2 
7. 175 LEPR Exon 17 
8. 181 LEPR Exon 10 
9. 190 SIM1 Exon 3 
10. 196 LEPR Exon 4 
11. 202 LEP  Exon 2 
12. 208 SIM1 Exon 4 
13. 220 POMC Exon 4 
14. 238 MC3R Exon 1 
15. 247 LEPR Exon 6 
16. 256 SIM1 Exon 6 
17. 261 LEPR Exon 19 
18. 274 MC4R Exon 1 
19. 280 SIM1 Exon 7 
20. 310 SIM1 Exon 8 
21. 319 LEPR Exon 20 
22. 328 LEP  Exon 3 
23. 337 SIM1 Exon 9 
24. 346 POMC Exon 2 
25. 355 LEPR Exon 2 
26. 364 SIM1 Exon 9 
27. 373 POMC Exon 3 
28. 382 LEPR Exon 15 
29. 391 SIM1 Exon 10 
30. 400 LEPR Exon 13 
31. 418 SIM1 Exon 11 
32. 427 LEPR Exon 8 
33. 436 MC2R Exon 1 





7.2.2 Supplement Table 2: Used primers 
Amplicon nr. Forward/Reverse Primer sequence 
1. forward GGTGGCTGATTAAGGGCTTT 
1. reverse GTTCAAACCATGTCGCCAAA 
2. forward GATCCATGGAATGTGCCAGT 
2. reverse CCTGCCCTTGTGTGGATTAT 
3. forward ACTGGCCCTGGTACCTTCTT 
3. reverse GATTGCAGGTGTAGGCCACT 
4. forward GATCAATCAACCTGCCATCA 
4. reverse CAGGGAGACATCAATGAGCA 
7.2.3 Supplement Illustration 1:  
Lower illustration shows amplicon location and design. SIM1 exon 9 is shown as a green 
rectangle. The 4 overlapping PCR fragments of 1kb size each are shown as orange rectangles. 
Upper panel shows PCR of the 4 amplicons on agarose gel. 
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